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Abstract of EP1419787 

Non-radiolabeled contrast agent (I) for lymph node imaging comprises particles with a 
color that can be distinguished from the color of human tissue with the naked eye. At 
least 90% of the particles have a size of 5-1500 nm. Independent claims are also 
included for: (1) production of (I) by reacting a dye with particles of the indicated size 
and removing unbound dye by column chromatography, centrifugation or filtration; (2) 
production of (I) by heating an aqueous protein solution to a temperature at which the 
protein denatures and agglomerates, adding a dye, separating the stained protein and 
suspending it in water, sonicating the suspension to produce particles of the desired 
size, removing any undersized particles or free dye by filtration, and monitoring the 
particle size distribution with a light microscope; (3) surgical tumor treatment comprising 
injecting (I) into the tumor or its immediate vicinity before the operation, waiting until the 
composition flows through the lymph system and reaches the sentinel lymph nodes, and 
surgically removing the tumor and stained lymph node(s) and checking the latter for 
metastases. 
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(54) Lymphknoten-Kontrastmittel 

(57) : Die Erfindung betrifft eine Zusammensetzung 
enthaltend pharrpazeutisch a|<zeptable Partikel, die zu 
90 %,oder mehr eine TeilchengroBe im Bereich von 5 
bis 1 500 nm aufwejsen und mit einem Farbstoff ange- 
farbt sind, der sich yofi der Farbe mensch lichen Gewe- 



bes leicht unterschetden lasst. Die Zusammensetzung 
;Wlrd,.a!s Kontrastmittel fur die. Lymphknoten-Darstel- 
lung, insbesondere von Sentinel-Lymph knoten,. ver- 
wendet. 
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Beschretbung 

[0001] Die Erfindung betrifft ein Kontrastmittel auf Farbstoffbasis fur die Lymphknoten-Darstellung, und zwar insbe- 
sondere die Darstellung von Sentinel-Lymphknoten. Solche Kontrastmittel die nen beisplelsweise einem Chirurgen: 
wahrend elnerTumoroperatlon als wlchtiges Hilfsmlrtelfurdle Erkennung und anschlleGende Entfernung eines Lymph- 
knotens. Ferner betrifft die Erfindung Verfahren zur Herstellung solcher Kontrastmittel und deren Verwendung als Dia- 
gnostika in der Medizin. 

Hintergrund der Erfindung 

[0002] Die haufigsten bosartlgenTumorendes Menschensetzen ihreTochtergeschwulsteprimarin demzugehorigen 
Lymphabflussgebiet ab. Auf diese Weise entstehen Lymphknotenmetaetasen. Bei der operativen Tumorentfernung 
werden daher in der Regel die Tumor-benachbarten Lymph knbtenstationen so komplett wie, moglich entfernt. Nach- 
folgend werden die entfernten Lymphknoten in der Pathologie auf Metastases uhtersucht. Von dem Ergebnis hangt 
die weitere Behandlung ab. Neben dem operativen Aufwand und dergrofien Zahl histomoiphologlscherUntersuchun- 
gen kann dieses Verfahren vor allem nach der Operation mit einer erheblichen gesundheitlichen Beeintrachtigung der 
Patienten verbunden sein, wie etwa durch Behinderung des Lymph abstroms, Narbenbildung, Nervenschadigung usw. 
[0003] Nach dem sogenannten Sentinel(=Wachter)-Lymphknoten-Konxept wird bei der Bildung von Tochterge- 
schwiilsten primer immer der Lymphknoten befallen, der als erster im Abstrombereich des Tumors station iert ist (Bu- 
chels HK, Vogt H, Wagner T ; Steinfeld D, Sagassser J, Sentinei-Lymphonodektomie beim Mammakarzinom. Der Nu- 
klearmediziner 1999, 22; 261-267). Bei Beschrankung auf die Entfernung dieses Knotens (oder dieser Knoten bei 
mehreren Abstromgebleten) und den wahrend der Operation durch sogenannten Schnellschnltt gefuhrten Nachweis 
einer M'etastasenfreiheit dieses Knotens konnte die Operation in diesem Stadium beendet werden. Der operative und 
histomorphologische Aufwand und die Beeintrachtigung der Patienten waren somit weitaus geringer. Dieses "Sentinel- 
Lymphknotenprinzip" ist derzeitfiir die operative Entfernung von Melanomen weitgehend etabliert und befindet sich 
fur viele andere Turmorarten in klinischer Erprobung (Vogt H, Wongenmair H, Kopp J, Dorn R, GroberS, Heidenreich 
P, Der Sentinel-Lymphknoten (SLN): pra- und intraoperative nuklearmedizinlsche Diagnostik, Der Nuklearmediziner 
1999, 22, 233-242; Balch CM, Lange JFt, Lymphatic Mapping and Sentinel Node Lymph adenectomy for Cancer: An 
Overview, Annals of Surgical Oncology 2001, 8(9S), 1-4; Zervos EE, Burak WE, Lymphatic Mapping in Solid Neo- 
plasms: State of the Art, Cancer Control 2002, (8)3, 189-202). 

[0004] Zur Erfassung von Sentinel-Lymphknoten werden derzeit vor allem zwei methodische Prinzipien elngesetzt: 
[0005] Zum elnen werden in Losung befindllche kolloidale Partikej durch Technetlum-99m radioaktiv marklert und 
vor der Operation In die unmittelbare Umgebung des Tumors injlziert. Die Partlkel werden dann Ober die Lymphwege 
abtransportlert und In dem bzw. den Sentinel-Lymphknoten gespelchert. Ihr Nachweis erfolgt melst In zwel Schrltten: 
a) am Vortag der Operation durch Nachweis der Radioaktivitat mittels Ganzkorperszintigrafie und b) wfihrend der 
Operation mit eigens dafur konstruierten Gamma-Sonden afs Radioaktivitatsdetektoren. Die Nachteile dieser Methode 
sind allerdings betrachtlich (siehe Heidenreich P, Vogt H, Bachter D, Buchels H, Steinfeld D, Wawroschek F, Wengen- 
mair H, Wagner T, Das Konzept des Wachterlymphknotens, Dt. Arzteblatt 2001 , 98; A534-540): 

• Sie ist an das Vorhandensein einer nuklearmedizinischen Abteilung gebunden. 

• Sie isttechnisch auRerordentltch aufwandig. Neben der Ganzkorperszintigrafie sind speziell konstruierte Gamma- 
Sonden notwendig, die je nach Operationsgebiet verschieden sein miissen. 

• Sie ist mit einer Strahlenexposition von Operatlonsteam, Patienten und Pathologen verbunden und erfordert ent- 
sprechende Vorkehrungen. 

• Die eindeutige Lokalisation des Sentinel-Lymphknotens wahrend der Operation ist mitunter nicht moglich, wegen 
zu enger Verhaltnisse oder wenn der Sentinel-Lymphknoten sehr nahe dem Injektionsort liegt, an dem die meiste 
Radioaktivitat liegen bleibt und so den Lymphknoten uberstrahlt. 

[0006] Trotz dieser Nachteile wird - in Ermangelung besserer Alternativen - diese Methode gegenwartig in vielen 
Krankenhausern angewendet. 

[0007] Zum anderen werden fur die Lymphknotendarstellung biokompatible', blaue Farbstoffe in die unmittelbare 
Umgebung des Tumors kurz vor der Operation injiziert. Dadurch farben sich Lymphbahnen und -knoten. Aber auch 
diese Methode hatihre Nachteile (Bachter D, Starz H, VolkmarC, Vogt H, Buchels H, Balda BR, Die Sentinei-Lym- 
phonodektomie beim malignen Melanom, Der Nuklearmediziner 1999, 22; 245-252): 

• Die gegenwartig eingesetzten Farbstoffe farben zwarzunachst die Sentinel-Lymphknoten, werden dort aber nicht 
komplett zuruckgehalten, sondern passieren sie. Sie farben daher spater auch andere, entfernterliegende Lymph- 
knoten, so dass der Sentinel-Lymphknoten nicht immer eindeutig festgestellt werden kann. 
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Dadurch ist der Operateur unter Umstanden gezwungen, unnotig viele Lymphknoten zu entfernen, was mit 
einer entsprechenden post-operativen Belastung fur den Patienten verbunden 1st. 
• Die Farbstoffe gehen in das Blut uber und werden uberGalle undllrin ausgeschieden. Es kommt zur Blaufarbung 
der Patienten, die elnlge Tage anhalten kann. 

[0008] , Die Nachteile der.belden Verfahrensweisen kflnnen Leilweise durch die Kombination beider Techniken ver- 
mindert werden, indem z.B. eine grobe Orientierung durch die Gamma-Sonde durch die Farbung der Lymphknoten 
verbessert wird (Zervos EE, Burak WE, Lymphatic Mapping in Solid Neoplasms: State of the Art, Cancer Control 2002, 
(8)3, 189-202), Mit einer solchen Kombination wurden bislangdie besten Ergebnisse erreicht (Allan R, Sentinel node 
localization: do or dye alone? Br J Radiol 2001 , 74; 475-477).. Derfiotwendige apparative und praparative Aufwand ist 
aber dann sehr hoch. 

Zusammenfassung der Erflndung 

[0009] Ausgehend von diesem Stand derTechnik ist es das der Erfindung zugrundeliegende Ziel, eine Zusammen- 
setzung fiir eln Verfahren der Lymphknotendarstellung bereitzustellen, das nlcht die Nachteile deroben diskutierten, 
bekannten. Verfahren aufweist. Insbesondere soli ein ebenso zuverlassiges und weniger aufwandiges Verfahren be- 
reitgestellt werden als das bisher meistens eingesetzte radiologlsche Sentinel-Ly.mphknoten-Diagnostizierverfahren. 
Ferner soll erfindungsgemalJ eine Zusammensetzung bereitgestellt werden, die sich fur ein solches Verfahren einset- 
zen lasst. 

[0010] Dieses Ziel wird erfindungsgemaS erreicht durch Bereitstellung eines nicht-radiomarkierten Kontrastmittels 
zur Lymphknoten-Darstellung, das als wesentlichen Bestandteil physlologisch vertragliche und pharmazeutisch unbe- 
denkliqhe Partikel enthalt, die zu 90% (bezogen auf die Tellchenzahl) Oder mehr eine TeilchengroBe jm Bereieh von 5 
bis 1500 nm aufweisen und eine Fartoe haben, die slch mit bloBem Auge von der Farbe menschlichen Gewebes un- 
terscheiden lasst. 

[001 1] Vorzugsweise sind die Teilchen mit einem pharmazeutisch akzeptablen Farbstoff angefarbti der entweder im 
Bereieh dessichtbarenLlchtsoderim UVwenigstens einWellenlangenabsorptions- Oder Emissionsmaximum hat, das 
bei entsprechender Beleuchtung seine Unterscheidung von menschllchem Gewebe mit bloBem Auge erlaubt. Beson- 
ders bevprzugt haben die angefarbten Partikel bzw. der Farbstoff, mit dem sie angefarbt wurden, ein Absorptionsma- 
ximum im Bereieh von 550 bis 680 nm oder eln Emissionsmaximum im Bereieh von 380 bis 780 nm nach Anregung 
im UV/VIS-Berelch. 

[001 2] Ferner wird erflndungsgemSB eln Verfahren zur Herstellung eines solchen Kontrastmittels bereitgestellt. Nach 
einem welteren Aspekt der Erflndung wird ein Verfahren zur Entfernung von Sentihel-Lymphknoten zur VerfQgung 
gestellt, bel dem man einem Patienten vor der Tumoroperatlon das erwahnte Kontrastmlttel In die unmlttelbare Um- 
gebung des Tumors injiziert und wahrend der Operation den angefarbten Sentinel-Lymphknoten diagnostiziert und 
herausoperiert. 
.j 

Partikel 1 

[0013] Die erfindungsgemafjen Partikel weisen zu 90% Oder mehr, vorzugsweise zu uber 95 % eine TeilchengroBe 
im Bereieh von 5 bis 1 500 nm, vorzugsweise 25 bis 1 000 nm, starker bevorzugt 30 bis 600 nm und bssonders bevorzugt 
50-1 00 nm auf. Anders denkbare und fiir die Erflndung geeignete GroBenbereiche ergeben sich aus beliebigen Kom- 
binationen von Ober- und Untergrenzen dieser (allgemeinen oder bevorzugten) Bereieh©, z.B. 30-1500 nm, 25-100 
nm oder 100-600 nm, Partikel in diesem GroGenbereich werden zwar durch die Lymphkanale transportiert, bleiben 
aber in den Lymphknoten hangen. 

[0014] Die Partikel fiir das erfindungsgemaBe Kontrastmittel konnen (naherungsweise) globulare oder nicht globu- 
lare Partikel sein. Es kann sich bei den Partikeln urn Proteinpartikel oder Nicht-Proteinpartikel handeln. 
[0015] Fur Nicht-Proteinpartikel ist die Einstellung und Bestimmung der PartikelgroBe durch fraktionierte Filtration 
durch Membranfi Iter zu empfehlen. Bei Verwendung von Filtern des MF-Typs der Firma Millipore kommen z.B. solche 
mit den PorengroBen 25, 50, 100, 220, 300, 450, 650, 800 und 1.200 nm in Frage. 

[0016] Bei gefarbten Proteinpartikeln konnen sich durch Adsorption auf den Membranen Belage bilden, die dazu 
fiihren, dass die Partikel nicht mehr ihrerGroBe entsprechendfraktioniert werden. Hierist es giinstiger, die Filtrations- 
methode nur zur Abtrennung vori freiem ungebundenem Farbstoff oder von sehr klelnen Partikeln einzusetzen, z.B. 
durch Verwendung von Filtern mit 25 nm Porenweite. Fiir die Ermittlung der PartikelgroBenverteilung ist hierdie licht- 
mikroskopische Methpde besser geeignet. Dazu wird ein Tropfen der Suspension nativ auf einem Objekttrager ver- 
bracht,-mit einem Deckglas abgedeckt und im Phasenkontrastverfahren bei LOOOfacher VergroBemng beurteilt (z.B. 
mit Objektiv 100x und Okuiar 10x unter Verwendung von Immersionsol). Zur Ermittlung der PartikelgroBe mittels Ska- 
lierung ist eine entsprechende Software einzusetzen (z.B. Analysis® der Software Imgaging System GmbH). Es sollten 
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mindestens 500 Tellchen vermessen werden. Werden Fluoreszenzfarbstoffe gebunden, ist der Einsatz der Fluores- 
zenzmikroskopie unter gleichen Bedingungen von Vorteil. Dadurch werden nur die farbstoffhaltlgen Partikel sichtbar, 
so dass farbstofffreie Teilchen undeventuellvorhandene Verunreinigungen nicht irrtumlich mit erfasst werden konnen. 
Die mikroskopische Methode erlaubt dariiber hinaus eine Beurteilung der Partlkelform (bei spharischen Parti kein ent- 
s sprlcht die TeilchengroBe dem geometrischen Durchmesser; bei nlcht-spharischen Partikeln entsprlcht die teilchen- 
gr6l3e der Mittelung aus der langsten Seite L und der kiirzesten Seite K, d.h. (L+K)/2). AuBerdem erlaubt die Methode, 
unerwunschte Artefakte wie z.B. Agglomerate zu erkennen. Eventuell vorhandene Agglomerate werden bei derTeil- 
chengroBenbestimmung nicht berucksichtigt. 

[001 7] Die Partikel fur das erfindungsgemaGe Kontrastmittel miissen ferner fur den Patienten physiologisch vertrag- 
«> lich und pharmazeutisch unbedenkllch sein, weil sie in vivo verabreicht werden, Die Krlterien fur physlologische Ver- 
traglichkeit und pharmazeutische Unbedenklichkeit ergeben sich aus den Anforderungen der Arzneimittelbehorden; 
fur die Zwecke dieser Erfindung kann davon ausgegangen werden, dass ein Kontrastmittel bzw. die darin enthaltenen 
Bestandteiie dann physiologisch vertraglich und pharmazeutisch unbedenklich ist bzw. sind, wenn das Kontrastmittel 
von der EMEA oder einer nationalen Gesundheitsbehorde (z.B. FDA in den USA, oder BfArM in Deutschland) fur die 
15 in vivo Diagnostik von Lymphknoten zugelassen wurde. Die physiologische Vertraglichkeit urid pharmazeutische Un- 
bedenklichkeit schlieBt ein, dass das Kontrastmittel insterller, pyrogenfreierund virenf reier Form vorliegt. Ferner sollten 
die Partikel nioht immunogen sein und keine toxischen Metaboiiten bilden. 

[0018] Beispiele fur Partikel, die solchen Anforderungen geniigen, sinddem Fachmann bekannl und werden teilweise 
bereits in anderen in vivo-Applikationen elngesetzt. Besonders geeignetfijrsolche Partikel sind Polymerpartikel, unter 

20 anderem Proteine und polymere Kohlehydrate, z.B. Dextrane, Starken, unsubstituierte oder substituierte Zellulosede- 
rlvate, z.B. Acacia, Chitosane, Pectine, Carrageenane, oder Alginate, soweit biokompatibel und in den geWiinschten 
PartikelgroBen erhaltlich; Ebenfalls verwendbar sind Partikel auf Basis von Gelatine oder auf Basis von kiinstlichen 
Polymeren, z:B. Polyestem, Polyethem, Polyanhydriden, Polyalkylcyanoacrylaten, Polyacrylamlden, Poly(orthoester), 
Polyphosphazenen, Polyaminosauren und biologlsch abbaubaren Polyurethanen. Insbesondere verwendbar sind Par- 

25 tikel auf Basis von Polylactaten, Polygiycdlaten , Poly{epsiloncaprolacton)-polyethern, Polycaproiactonen und ahnli- 
chen Polymeren sowie Copoiymeren mit diesen Grundbausteinen. All diese Polymer- und Copolymerpartlkel konnen 
ggf. oberflachehmodifiziertsein. Der Begriff Proteine schlieBt hier auch Glycoproteins und Lipoproteine ein. 
[001 9] Weitere Beispiele fur prinziplell verwendbare Partikel sind Poly(alkyl)-methacrylatpartikel, insbesondere Po- 
■ lymethylmethacrylatpartikel, die ggf. noch freie OH- oder Carboxylatgruppen enthalten konnen, wie offenbart in EP-A- 

30 o 240 424, Partlkelmischpolymere oder Homopolymereaus Acrylsaure, Acrylsaureestern Oder Methacrylsaureestem 
■ wis offenbart in WO 96/24377, blokompatlble Nanopartikel, deren Oberflache mit wenigstens einem oberflachenmo- 
dlflzlerenden Mittel behandelt wurde (allerdlngs ohne Wirkstoff) gemafi WO 96/20698. 

[0020] Besonders geelgnetfilrden Einsatz In Kontrastmitteln gemaB dervorllegenden Erfindung sind Protein partikel 
und Insbesondere Albumlnpartlkel. Diese konnen In der gewunschten Tellchengr&Benvertellung durch Denaturleruhg 

35 von Albumin, vorzugsweise humanem Serumalbumin, und anschlleBendem Elnstellen der TeilchengrbBenverteilung 
durchz.B. Ultraschallbehandlung hergestellt werden. Die Denaturierungerfolgt vorzugsweise durch Erhitzen, vorzugs- 
weise auf 75 °C bis 100 °C. AnschlieBend wild die erhaltene Mischung in der Regel auf Raumtemperatur (25 °C) 
abgekiihlt, bevordie TeilchengroBe durch z.B. Ultraschallbehandlung eingestellt wird. Urn ein Agglomerieren der Al- 
buminpartikel zu verhindern, wird derZusammensetzung vorzugsweise ein nicht-ionisches Tensid wie Pluronrc (z.B. 

-to Pluronic F-68) hinzugesetzt. In der erfindungsgemaBen Zusammensetzung llegen vorzugsweise wenigerals 10%, 
besonders bevorzugt wenlger als 2%, der insgesamt vorhandenen Partikel in Agglomeraten vor. Entsprechende Ver- 
fahren sind in US 4,024,233. und US 4,187,285 beschrieben. Albuminpartlkel-Zusammensetzungen mit geeigneter 
TeichengroBe sind auch im Handel erhaltlich, z.B. Solco® Nanocoll oder Albu-FSes (Hersteller: Amersham Sorin S;r.l., 
Vercelll, Italien). 

45 [0021] Ebenfalls geelgnet sind Dextranpartikel entsprechende r GroBe. Das primare Produkt wird durch den Lacto- 
bazillenstamm Leuconostoc mesenteroides B5 12 synthetlsiert und deshalb biologlsch aus dessen Kulturmedium ge- 
. wonnen. Es besteht aus a-(1-^6)-verknupften D-Glucopyranosemolekiilen, die uber oc-(1->3)-Bindungen verzweigt 
sind (J.W. van Cleve, W.C. 

Schafer, C.E. Rist, The structure of NRRLB-51 2 dextran. Methylation studies, J. Amer. Crtem. Soc. 78 (1 956) 4435-4438 
so und S. Lindberg, S. Svenson, Structural studies on dextran from LeuconostocmesenteroidesNRRL B-512. Acta Chem. 

Scand. 22 (1968) 1907-1912). Das aus dem Kulturmedium isoiierte Dextran ist ein Gemisch aus sehr verschiedenen 

Molekulargewichten. Durch partielle Hydrolyse konnen sehr groBe Ketten verkiirzt und uber mehrfache Fraktionierung 

mittels Ethanol/Wasser-Gemischen die gesuchten PartikelgroBen isoliert werden (B. lngelman, M.S. Hailing, Some 

physlcochemical experiments on fractions of dextran. Ark. Keml 1 (1949) 61-80). 
55 [0022] Besonders geeignet sind Dextranfraktionen mit Molekulargewichten von 2-5 Millionen. Verfugbar ist Dextran 

2000 1 00G (Hersteller: Amersham Biosciences). Das mittlereMolekulargewichtdiesesProduktsbetragtca. 2 Mllliorien. 

Es hat eine fadenfoimige bis gestreckt-knauelige Struktur und einen Stokes-Durchmesser von etwa 54 nm (Amersham 

Biosciences, User Report of DEXTRAN 2000 100G). 
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[0023] Ebenfalls geeignet sind Dextrane hoherer Molekulargewichte. Verfiigbar ist eine Dextranmischung von 5-40 
Millionen (Hersteller: ICN Biomedicals). ...... 

[0024] Die erfindungsgema^ verwendeten Partikel sind nicht radiomarkiert, d,h. sieenthalten kein radioaktives Ele- 
ment wie z.B. 99m TC. 

Farbstoff 

[0025] Der Farbstoff zur Verwendung im erfindungsgemaBen Kontrastmittel sollte pharmazeutisch akzeptabel und 
als Staff fur die in vivo Verabreichung am Menscheri zugelassen sein. Seine Funktion ist die der farblichen Markierung 
des Sentinel-Lymphknotens fur den operierenden Arzt, ohne dass dieser zur Erkennung des Sentinel-Lymph knotens 
auf aufwahdige Technplogien, z.B. Gammasohden, zuriickgreifen muss. Vielmehr sollte der Operateur den bzw. die 
Sentinel-Lymphknoten mit bloBem Auge ohne weiteres erkennen konnen. Entsprechend sollte der Farbstoff entweder 
im Bereich des sichtbaren Lichts oder im UV wenigstens ein Wellenlangenabsorptionsoder Emissionsmaximum haben, 
das bei entsprechender Beleuchtung (entweder.mit normalem Licht oder UV-Licht) seine Unterscheldung von menscl> 
lichem Gewebe mit bloBem Auge erlaubt, Vorzugsweise hat der Farbstoff ein Absorptionsfnaximum im Bereich von 
550 bis 680 nm und/oder ein Emissionsmaximum im. Bereich von 380 bis 780 nm nach Anregung im UV/VIS- Bereich. 
Besonders bevorzugt sind dunkeiblaue oder intenstv griine-Farbstoffe. FiUDreszen2farbstoffe kommen aber ebenfalls 
in Rage, 

[0026] Farbstoffe aus zahlreichen Farbstoffklassen eignen sich zum Einsatz in den erfindungsgemaBen Kontrast- 
mitteln. Besonders bevorzugt sind Azof arbstoffe, Bisazofarbstoffe, Trisazofarbstoffe, Diarylmethan-, Triarylmethan- 
farbstoffe, Anthrachinpnfarbstoffe, polyzyklische aromatlsche Carbonylfarbstoffe, Indigofatbstoffe, Phthalocyanine, Ni- 
trosofarbstoffe und Triphenodioxazinfarbstoffe. 

[0027] Ganz besonders bevorzugt sind konkret z.B. die Farbstoffe Acid blue 40, Acid green 27, Amido black, Chicago 
sky blue, Cibacron blue F3G-A, FR, FN-R, P : 3R, Cibacron brillant blue H-GR, Evans-Blue, Fluoresceine, Indigocarmin, 
Indigotetrasulfonat, Isosulfan blue, Methylenblau, Monastral blue, Patentblau V, Rhodamine und Trypanblau. 
[0028] Die Anfarbung der erfindungsgemaBen Partikel durch den Farbstoff kann dtirch chemische und/oder physi- 
kallsche Wechselvylrkungen (Chemisorption oder Physlsorption) vermittelt werden. Unter dem Gesichtspunkt der Sta- 
bllltat sind kovaiente chemische Bindungen zwischen Partikel und Farbstoff bevorzugt. Aberauch physikalische Wech- 
seiwlrkungen, z.B. Protein-Liganden-Wechselwirkungen, hydrophobe Wechselwifkungen, Wasserstoffbr£icken-Bil- 
dung u.a. konnen fOr elne zufriedenstellende Anfarbung der Partikel vollig ausreichen, solange der Farbstoff-Partikel- 
Komplexauch In vivo hinreichend stabll bleibt. Ein praktlschesMaBfGr im SinnederErflndung ausreichendeStabilitat 
bzw. Bindyngsfestigkeitvon Farbstoff an Partikel ist beispieisweise, dass Inderfurdie Applikation vorgesehenen Flus- 
slgkeit In 24 Stunden bel 37°C nicht mehr als maximal 5'Gew.-% des ursprungllch gebundenen Farbstoffs von den 
Partikeln abgelost (freigesetzt) werden. 

[0029] Im Slnne der Erfindung sind Partikel, die durch einen Farbstoff angefarbt.sind, auch Partikel, die im Molekul 
selbstChromophoreenthalten unddahereine Eigenfarbeaufweisen. In diesem Fall kann eine weitere Anfarbung durch 
einen extern zugegebenen Farbstoff naturlich unterbleiben. 

[0030] (> >.Fur die Zwecke dieser Erfindung geeignete Bisazofarbstoffe sind substituierte Aromaten mltzwei Azogruppen, 
die Im sichtbaren Bereich ein Absorptlonsmaximum im Bereich von Wellenlangen zwischen etwa 550 und 680 nm 
haben. Farbsto^e mit einer solchen Absorptionswellenlange sind in der Regel blau oder griin und somit fur die An- 
wendung bei der Lymphknotendarstellung besonders kontrastreich. Die Extinktion des Farbstoffs bei der maximalen 
Absorptionswellenlange sollte vorzugsweise so hoch sein, dass man den Farbstoff mit bloBem Auge im Gewebe gut 
erkennen kann, wenn er in der zur Injektion ublichen Menge appliziert wird. 

[0031] Bisazofarbstoffe eignen sich in besonderem MaBe fur die Anfarbung von Partikeln, insbesondere wenn die. 
Partikel Proteine sind (siehe B.Stopaet al., Supramolecularligands: Monomer structure and protein ligation capability; 
Biochimie(1998) 80, 963-968). Viele Bisazofarbstoffe weisen namlich eine hohe Bindefahigkeit an Protein auf. Be- 
sonders bevorzugt ist ein molares Farbstoff-Protein-Verhaltnis von mindestens 20, besonders bevorzugt 20 bis 90.. Mit 
humanem Immunglobulin G als Standardprotein wird dieser Wert wie folgt bestimmt (siehe B. Stopa et al., Blochimie 
(1 998) .80, 963-968): Eine Mischung aus Protein (Human-IgG) und Farbstoff (1 00-facher molarer Uberschuss) werden 
20 Minuten lang bei 63°C fur die Agglutination erhitzt(Rollett A., Bacher W., Azo dyes IV, Monatsh. 73 (1940), 20-24): 
Das Farbstoff-Protein-Verhaltnis wird dann spektrophotometrisch in Proben gemessen, die durch eine Bio-Gel P- 
6-Sau|e in 0,1 M Phosphatpuffer (pH 7,4; IMaCI 0,15 M) zur Entfernung von iiberschussigem Farbstoff filtriert wurden. 
Der Messung geht ein Trypsin-Verdauungsschritt zur Losung des Farbstoffes vom Protein voraus. 
[0032] Evansblue(4,4'- Bis(1 -amlno-8-hydroxy-2,4-disulfo-7-naphthylazo)-3|3'-bttolyl-Tetranatriumsalz) ist aufgrund 
seiner starken Bindung an Albumin und andere Proteinesowie aufgrund seiner physlologischen Verwendbarkeit {siehe 
z.B. El-Sayed et al., Re-evaluation of Evans blue dye dilution method of plasma volume measurement, Clin. Lab. Haem. 
1995, 17, 189-194) in besondererWeise als Farbstoff in den erfindungsgemaBen Kontrastmittel n geeignet. Evans blue 
wurde bereits in ungebundener Form fur die Lymphknotendarste'ifung' verwendet (siehe J.-Y. Bobin et al., Tagging 
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Sentinel Lymph Nodes: a Study of 1 00 Patients with Breast Cancer, Eur.J.Cancer, Ausgabe.35, Nr.4, 569-573, 1 999). 
Die Verwendung von Evans blue fur die Lymphknotendarsteltung wurde Jedoch spater als nachteilig beschrieben, 
insbesondere gegeniiber Patentblau, und daher hat sich in der Praxis letzteres durchgesetzt (siehe z.B. Bachter et 
. al., Die Sentinel-Lymphonodektomiebeim maiignen Melanom, Der Nuklearmediziner, 22, V245-252 1999). Bisherwur- 
s den sowohl Patentblau als auch Evans Blue allerdlngs immer In ungebundener Form direkt verwendet, wahrend Ihre 
Verwendung zum Anfarben von Partikeln und der Einsatz solcher Partikel fur die Lymphknoten-Darstellung nicht be- 
schrieben oder vorgeschlagen wurde. 

Herstellung von angefarbten Proteln-Partlkeln 

10 

[0033] In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform bestehen die Partikel aus einem denaturierten Protein, 
insbesondere humanem Serum-Albumin, und dor Farbstoff ist.eln AzoFarbstoff, insbesondere ein Farbstoff mit zwei 
Azogruppen (Bisazofarbstoff). Die Anfarbung des Proteins durch den Azofarbstoff kann vor, wahrend oder nach der 
Denaturierung des Proteins erfolgen. Letzteres trifft im Falls von humanem Albumin z.B. bel Verwendung handelsiib- 
15 licher Partikel zu. Hierzu werden Partikei In z.B. Phosphatpuffer (8,2 mM Na 2 HP0 4 , 1 ,8 mM KH 2 P0 4 , 137 mM NaCI, 
pH 7,2) in elner Konzentration entsprechend 0,4 bis 4 mg (vorzugsweise z.B. etwa 2,5 mg bei Albu-Res bzw. etwa 0,5 
mg bel Solco Nanbcoll) Albumin pro ml Losung suspendlert. 

[0034] Im allgemeinen kann man eineri Farbstoff an die erfindungsgemaBen Partikel binden, indem man zunachst 
eine Suspension mit der gewtinschten PartikelgroBe herstellt und dieser dann den Farbstoff in Losung zufiigt. Bevor- 
so zugt sind Farbstoffkonzentrationen von 1 bis 10 mM, vorzugsweise 3 bis 5 mM (z.B. 4 mM). Die Mischung wird vor- 
zugsweise mindestens 15 min bei Raumtemperaturstehen gelassen. Mit Farbstoff markierte (angefarbte) Proteinpar- 
tikel werden dann von uberschtissigem freien Farbstoff abgetrennt, z.B. durch: 

a) Saulenchromatographie,z.B, UberSephadexG-50 fine (Pharmacia) mit Phosphatpuffer. Derseparierte Partikel/ 
25 Farbstoff-Komplex kann bei Bedarf schonend eingeengt werden , z.B. rhittels Vakuum-Zentrifugalverdampfer. 

b) Filtration durch Filter mit einer PorengroBe, die deutlich unterhalb der Partikelgroile aber oberhalb der des freien 
Farbstoffs liegt. Bei Verwendung von Filterkammern (z.B. von Mlllipore) wird Phosphatpuffer der o.g. Zusarrimen- 
setzung nachgesetzt, Die Prozedur istauch geeignet, deh Phosphatpuffer bei Bedarf durch beliebige andere L6- 
sungen zu etsetzen. 

30 . 

[0035] . Ganz analoge Verfahren konnen auch filr viele andere Proteln-Farbstoff-Kombinationen verwendet werden. 
[0036] Eine weitere Mogllchkeltzur Herstellung von angefarbten Partikein isteine chemlsche Reaktlon der Partikel 
mit einem geeigneteh Reaktivfarbstoff In einem geeigneten Ldsungsmlttel. 
■ [0037] Geht man von einem natlven Protein, Insbesondere Albumin, aus, wird dieses zunachst vorzugsweise In z. 

35 B, Phosphatpuffer gelost, Die Losung wird dann zur Denaturierung des Proteins auf eine geeignete Temperatur erhitzt, 
z,B. auf 75 bis 100°C im Fall von Albumin. Nach Abkiihlung der so erhaltenen Suspension wird der Farbstoff hinzu- 
gegeben. Die Mischung kann dann gertihrt werden. Das gefarbte denaturierte Protein wird dann abgetrennt, z.B. durch 
Zentrifugation. Nach Aufnahme des Proteins in Wasser wird die so erhaltene Suspension dann einer Ultraschallbe- 
handlung unterworfen, urn die PartlkelgroBenverteilungeinzustellen. Eine geeignete DauerundStSrke derBehandlung 

40 kann durch Bestimmung der Ausbeute an Partikeln geeigneterGr63e erfolgen. Dazuwird die welter vorn beschriebene 
lichtmikroskopische Methods empfohlen. 

[0038] In einem ganz besonders bevorzugten Aspekt betrifft die vorliegende Erfindung ein Kontrastmittel filr die 
Markierung von Sentinel-Lymphknoten im menschlichen Gewebe, enthaltend Albuminpartikel, die zu iiber 95% eine 
GroBe im Bereich von 25-1 000 nm haben und mit dem Farbstoff Evans Blue angefarbt sind, in steriler und pyrogenfreier 
4S Form in einem pharmazeutisch akzeptablen wassrigen Losungsmittel. In bestimmten Ausftihrungsformen kann dieses 
Kontrastmittel zusatzlich auch Albuminpartikel enthalten, die mit radioaktlvem 99m Tc markiert sind (siehe unten). 

Herstellung anderer Partikel-Farbstpff-Kombinationen 

so [0039] Allgemeine Herstellungsbeisplele fur geeignete Partikel aus synthetischen Polymeren gemaB der Erfindung 
lassen sich z.B. aus den Ausfuhrungsbeispielen der schweizerischen Patentanmeldung CH-614 856 ableiten, wobei 
lediglich im letzten Schritt das "biologisch Oder phatmakodynamisch aktive Material" durch einen geeigneten Farbstoff 
im Sinne obiger Definition ersetzt wird oder der Farbstoff mit in die Polymerisation einbezogen wird. 

55 Herstellung des endgultigen Kontrastmittels 

[0040] Nach der Herstellung von geeigneten angefarbten Partikeln konnen diese mit weiteren Formulierungshilfs- 
mitteln (Additiven) versetzt und anschlleOend fur die Lagerung konserviert werden, z.B. durch Sterilisierung und ge- 
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gebenenfalls Lyophilisierung, so dass man - ggf. nach Auflosung in physiologischer Kochsalzlosung oder einem an- 
deren geeigneten Losungsmittel - ein anwendungsfertiges Kontrastmittel erhalt. 

[0041] Beispiele fur solche Verfahren sind z.B, in US 4,1 87,285 und US 4,024,233 fur Albuminpartikel beschrieben. 
Die Zusammensetzungen werden vorzugsweise lyophilisiert und unter Stickstoffatmosphare verpackt. 

s [0042] Die Erfindung stellt daher auch ein anwendungsfertiges Kontrastmittel zur Detektion von Sentinel-Lymphkno- 
ten bereit, das die erfindungsgemaBen angefarbten Partikel insterilerundpyrogenfreierForm enthalt. Die Formulierung 
sollte ausmedizinischen undzulassungsrechtlichen Griinden insbesondere f rei von Hepatitis B-Oberflachenantigenen 
(HbsAg), Antjkorpern furdas humane Immundeflzlenz-Virus (anti-HIV 1/2) sowie Antikorpern fur den Hepatitis C-Virus 
(anti-HCV) sein. Die Formulierung kann in Form einer anwendungsfertigen physiologisch akzeptablen Losung, die 

10 vorzugsweise isotonisch sein sollte, bereitgestellt werden, oder in lyophilisierter Form. 

[0043] Beispjelsweise kann sine geeignete Formulierung Glucose, ein nichtioriischesTensid, das die Agglomeration 
verhlndert, wiez.B, Pluronic(z,B. PluronicF-68), Phosphatpuffer (Natriumphosphat) und/oderNatriumphytatenthalten. 
In der einfachsten Variante enthalten die erfindungsgemaBen Kontrastmittel jedoch lediglich die erfihdungsgemaB 
angefarbten Partikel in einem geeigneten Isotonischen Puffersystem, z.B. Phosphatpuffer pH 7.4 oder Trispuffer pH 

15 8.0, oder in isotohischer Kochsalzlosung. t 

Ahwehdung der Kontrastmittel in der Tumorbeharcdlung 

[0044] Die Erfindung betrifft auch dle Anwendung der erfindungsgemaBen Kontrastmittel fur die Lymphknotendar- 
20 stellung, insbesondere die Darstellung des bzw. der Sentinel'Lymphknoten. Die erfindungsgemaBen kontrastmittel 
kommen vorzugsweise zum. Einsatz wahrend der operath/en Entfernung eines Tumors, Insbesondere eines Melanoms, 
Mammakarzinbms, Zervixkarzinoms oder Prostatakarzlnoms. ».! 

[0045] Die Verwendung des erfindungsgemaBen Kontrastmittels ist insbesondere dann vorteilhaft, wenn die Lym- 
phabflussrichtung des Tumors bekannt ist, Das ist - abhangig von der Art und der Lokalisierung des Tumors - oft der 

25 Fall. Die erfindungsgemaBen Kontrastmittel konnen unmiltelbar vor der Operation (abhangig von Art und Sitz des 
Tumors in der Regel zwischen 10 min und 2 h vorher) InJIzfert werden, so dass der bzw. die Sentinel-Lymphknoten 
wahren'd der. Operation durch ihre Anfarbung mit den erflnduhgsgemaBen Partikeln mit bloBem Auge erkannt werden 
konnen, Der gesamtetechnische, finahzielle und personelte Aufwand der Radionuklidtechhik kann dann entfalleh. 
[0046] Bel dieser erfindungsgemaBen Verwendung wird bi'nem Patlenten vor der Operation eine erfindungsgemaBe 

30 pharrnazeutjsche Zusammensetzung mit angefarbten Partikeln als Kontrastmittel durch Injektion in den Tumor oder 
in seine unmlttelbare Umgebung verabrelcht, Dann wird eine ausreichende Zeit zugewartet, damlt die angefarbten 
Partikel den Sentinel-Lymphknoten slcher erreichen. Abhangig von Art und Sitz des Tumors liegt dies zwischen 10 
mln und 2,h. Wahrend der Operation wird dann der Tumor zusammen mltdem oder den angefarbten Sentinel-Lymph- 
knoten entfernt. Je nach dem Zustand der Sentinel-Lymphknoten kommt dann die operative Entfernung welterer 

35 Lymphknoten in Betracht. Wenn der Sentinel-Lymphknoten metastasenfrei ist, ist es nicht erforderlich, noch weitere 
Lymphknoten zu entfernen. . ; 

[0047] Die Erfindung wird durch die nachstehenden nichtbeschrankenden Beispiele erlautert. 
Beispiele . 

40 

Beisplel 1 : 

[0048] Hersteliung einer erfindungsgemaBen Albuminpartikel-Zusammensetzung - ausgehend von Albu j Res (Ny- 
corned Amersh am Sorin) 

45 

1 . 2,5 mg Albumin als Mikrokolloid aus einer Flasche Albu-Res werden in 1 ml Phosphatpuffer (8,2 mM Na 2 HP0 4 , 
1 ,8 mM KH 2 P0 4 , 137 mM NaCi, pH 7 y 2) suspen.diert. 

2. 0,5 ml dieser Suspension werden mit 2 mg Evans blue (Merck) versetzt, gemischt und 15 min bei Raumtem- 
peratur stehen gelassen. 

so 3. Danach wird die Suspension auf eine Saule (d = 1 cm, h = 2,5 cm) aufgetragen, die mit Sephadex G-50 fine 

(Pharmacia) gefullt ist, das mit dem Phosphatpuffer der o.g, Zusammensetzung aquilibriert ist. 

4. Elution mit dem glejchen Phosphatpuffer und Fraktionierung zu Je 1 ml. Der Evans blue/Albu-Res-Komplex 
erscheint im AuBenvolumen. 

5. Die Gipfeifraktionen (Nr. 2 bis 5),werden vereint und mittels Vakuum-Zentrifugaiverdampfer auf 0,4 bis 0,5 ml 
55 konzentriert. 
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Beispiel 2: • 

[0049] Herstellung einer erfindungsgemaBen Albuminpartikel-Zusammensetzung - ausgehend von humanem Se- 
rumalbumiri . . . . : : 

1 . 2 ml eines 0,5 M Phosphatpuffers vom pH 5,4 werden mit bidestilllertem Wasser auf .100 ml aufgefiillt und 0,4 
g humanes Serumaibumin zugesetzt (z.B. 2 ml Humanalbumln Kabi 20 %ig). 

2. Die Losung wird im Wasserbad unter standlgem Ruhren fur 20 min auf 80°C erhitzt und danach auf Raumtem- 
peratur zuruckgekiihlt. 

3. Zugabe von 0,2 g Evans blue (Merck) und 15 min bei Raumtemperatur unter leichtem Ruhren stehenlassen. 

4. Zentrifugatlon der Mjschung urid Verwerfen des Uberstandes. Auffullen mit bidestilliertem Wasser auf etwa das 
ursprungliche Volumen und Resuependieren des Niedersehlages. Dann erneute Zentrifugation und Wlederholung 
dieser Prozedur bisim Uberstand koine hennenswerte Blaufarbung mehr auftritt. ■■• 

5. : Aufnahme der prazipitierten Aggregate In ca, 100 m! bidestilliertem Wasser und Behandlung mit Ultraschall. 
Dauer und Starke der Ultraschallbehandlung sind von vielen Faktoren abhangig und daher zu erprbben. Kriterium 
ist die Ausbsute an Partikeln geeigneter GroBe (s. Punkt 7), Typischerweise entstehen uberwiegend spharische 
Partikel von etwa 450 nm Durchmesser, mit einer Schwankungsbreite von 300 bis 600 nm. 

6. Zur Abtrennung von Resten freien Farbstoffs'und eventuell vorhandenerzu kleiner Partikel erfolgt eine Filtration 
der Partikelsyspenslon durch Filter mit einer Porengr6l3e von 25 nm unter Nachfullen/mit physiblogischer Koch- 
salziSsung, so daB ein Endvolumen von ca. 25 ml eingestellt wird. 

7. Ermittluhg der Partikelgr6l3enverteilung im Ruckstand uberdem Filter durch Untersuohung einer Probe im Pha- 
senkontrast- und/oder Fluoreszenzmikroskop mit Skalierung bei 1 OOOfacher VergroBerung, wie auf Seite 6 be- 
schrlebon. 

Beispiel 3: ■ 

[0050] Herstellung einer erfindungsgemaBen Dextranpartikel-Zusammensetzung - ausgehend von Dextran mltel- 
nem Molekulargewlcht von 5-40 Milllonen 

1;1 g Dextran (Molekulargewlcht 5-40 Millionen, Hersteller: ICIM Biomedicals) werdenmit 20 ml bidestilllertem 
Wasser vers etzt und unter RQhren bei Raumtemperatur ca. eine Stunde stehen gelassen. . 

2. Behandlung mit Ultraschall unter Kiihlung bis die Suspension klar ist. 

3. Zusatz von 1 00 mg des Trlsazofarbstoffes CIBACRON Blau P-3R (Hersteller: Clba) In 5 ml bidestilllertem Wasser 
gelost und 15 min bei Raumtemperatur ruhren. 

4. Zusatz von 0,5 g NaCI und 30 min ruhren. 

5. Zusatz von 0,5 ml einer 5N NaOH, ruhren und 20 Stunden bei Raumtemperatur stehen lassen, 

6. Neutralisieren mit 5N HCI 

7. Zentrifugieren (3.000xg),UberstandverwerfenundNiederschlagin 25 ml bidestilliertem Wasserresuspensieren. 

8. Wiederholung von Schritt 7. bis der Uberstand keine nennenswerte Blaufarbung mehrzeigt und Aufnahme des 
Niedersehlages in 20 ml physiologischer Kochsalzldsung, 

Beispiel 4: 

[0051] Herstellung einer erfindungsgemaBen Dextranpartikel-Zusammensetzung - ausgehend von Dextran mit ei- 
nem Molekulargewicht von etwa 2 Millionen 

1 . 1 g Dextran T2000 (Molekulargewicht ca. 2 Millionen, Hersteller: Amersham) wird mit 20 ml bidestilllertem 
Wasser versetzt und unter Riihren bei Raumtemperatur ca. eine Stunde stehen gelassen. 

2. Zusatz von 100 mg des Trisazofarbstoffes CIBACRON Brillant Blau H-GR (Hersteller: Ciba) in 5 ml bidestilliertem 
Wasser gelost und 15 min bei Raumtemperatur ruhren. 

3. Zusatz von 0,5 g Nad und 30 min ruhren. 

4. Zusatz von 0,5 ml einer. 5N NaOH, ruhren und 20 Stunden bei Raumtemperatur stehen lassen. 

5. Neutralisieren mit 5N HCI 

6; Filtration durch ein Membrahfilter mit einer Porenweite von 25 nm und Nachwaschen mit bidestilliertem Wasser, 
bis der Durchlauf frei von Farbstoff ist. 

7. Auffullen des Filtratiohsruckstandes mit physiologischer Kochsalz losung auf 20 ml. 
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Beispiel 5: 

Herstellung einer erfindungsgemaRen Polymelhylmethaciylatpartikel-Zusammensetzung, 
[0052] 

1 . 50 ml einer physiologischen Kochsalzldsung werden mit 10 mg des im UV-Licht fluoreszierenden Triarylme- 
thanfarbstoffes DY 555 (Hersteller: Dyomics) verselzt und ; mit Stickstoff begast. 

2. Zusatz von 0,4 ml.Methacrylsauremethylester (Hersteller: Roth) und erneute Begasung mit Stickstoff. 

3. Zusatz von 30 mg Peroxydisulfat (Hersteller: Roth) und Polymerisation durch UV-Bestrahlung unter Kuhlung fur 
:eine Stunde. 

:4. Zentrifugatlon mit 1000 xg fur 10 min. Verwerfen des Oberstandes und Aufnahme des Sediments mit 50 ml 

bidestilliertem Wasser. 

;5. Wiederholung von Schritt 4. 

,6. Aufnahme des Sediments in 25 ml bidestilliertem Wasser und Behandlung mit Ultraschall unter Kuhlung. , 

7. Filtration durch ein Membranf liter mit einer Porenweite von 25 nm und Nachwaschen mit bidestilliertem Wasser, 
bis der Durchlauf weitgehend frei von Farbstoff ist. 

8. Auffullen des Filtrationsriickstandes mit physiologischer Kochsalzlosung auf 20 ml. 
Beispiel 6: 

[0053] Tierexperimentelle Darstellung von Sentinel-Lymphknoten Dieses Beispiel dient zur experimentellen Validie- 
rung der Brauchbarkelt einer gegebenen Partikel-Farbstoff-Kombfnation durch Vergleich der durch Anfarbung erhal- 
tenen Lymphknoten-Markierung mit der nach einem radlologlschen Standardverfahren erhaltenen radioaktiven Mar- 
kierung. Obwohl in diesem Beispiel speziell die Kombination Albumin (Albures)-Evans Blue eingesetzt wurde, lassen 
slch vollig analog beliebige weitere Farbstoff-Partikel-Kombinatlonen experimentell validieren. So zeigen die Dextran/ 
Cibacronblau-Komplexe gemaR den Beispielen 3 und 4 die gleichen Markierungsmuster wie 99m Technetium oder 
die ih diesem Beispiel verwendeten Evans blue-markierten Albures-Partikel, 
[0054] Versuchstiere slnd welbllche Wistar-Ratten (Alter: 3 Monate, Gewicht 220 - 270 g). 

i 

1. DieNarkosewlrdmlt Ether eingeleitet. Dann erhalt dasTjer Ketamin+Rompun (Mischungsverhaltnls 1+1; 1:^1/ 
g Korpergewlcht) Intramuskular injlziert. Ketamln 100 mg/ml (Atarost); Rompun: 2 % (Bayer Vital) 

2. In die rechte Vorder- und Hinterpfote der Tiers werden Je 0,1 ml der gemaB Beispiel 1 hergestellten Zusammen- 
setzung, der das zur Sentlnel-Lymphknoten-Darstellung In kllnlschem Einsatz befindliche "^Technetlum-markler- 
te Albu-Res In einer Dosis von 1 MBq beigemischt ist, subkutan in den Ballen injiziert, Glelchzeitlg werden in die 
linke Vorder- und Hjnterpfote der.Tiere je 0,1 ml der letztgenannten Zusammensetzung, ebenfalls in einer Dosis 
von 1 MBq, injiziert. 

3. Nach einer Verteilungszeit von 60 min wird das Tier mit einer Uberdosis an Ether getotet. 

4. Die Lymphknoten beider Seiten werden frei prapariertj entfernt und entsprechend der Nummerierung in der 
Abbildung FIGJ-1 in: Hebel H, Stromberg MW [eds.] Anatomy and Embryology of the Laboratory Rat, BioMed 
Verlag Worthsee, 1986, mit 1 bis 19b beziffert und geordnet, 

5. Die Blaufarbung der Lymphknoten wird mit dem bloBen Auge durch den Beobachter bewertet (0: keine Farbung; 
1 : schwache Farbung; 2: starke Farbung) und die aufgenommene Radioaktivltatsmenge in einem Gamma-Counter 
gemessen. 

[0055] Das Ergebnis eines reprasentativen Versuches ist in den Tabellen 1 und 2 dokumentiert, bezugiich der Ra- 
dioaktivitat (RA) einmal als Absolutwerte (Tabelle 1) und zum anderen in Prozent der gesamten gemessenen Radlo- 
aktivitat (Tabelle 2). Daraus ergibt slch, dass sich Radioaktivitat und Blaufarbung nach gleichem Muster verteilen und 
daher mit dem Partikel/Farbstoff-Komplex die Sentinel-Lymphknoten genau so sicher erfasst werden wie mit dem 
radiologischen Verfahren. Dies trifft ausnahmslos auf alle bisher dazu durchgefuhrten Tierversuche zu. Auch Partikel/ 
Farbstoff-Komplexe, die nach in den Beispielen 2 bis 5 aufgefiihrten Verfahren hergestellt wurden, zeigen das gleiche 
Verteilungsmuster wie der Albu-Res/Evans blue-Komplex. 
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. Tabellel 



s 


Versuche mit 99m Tc- unci Evaris-Blue-marklertem Alburns 
rechts: Evansblue/Albures + 99m Tc/Albures; 
links: nur 99m Tc/Albures 




Tierseite 


rechts 


links 




LK 


RA (cpm) 


FSrbung 


RA (cpm) 


10 


1 


68,2 


0 


127,4 




2 


23,9 


0 


31,0 




3 


8,7 


0 


20,5 




4 








15 


5a 


1.132.749,4 


2. 


420.71 6,7 




5b 


97785,7 


1 


108.669,6 




6c 


48.775,6 


1 


291.815,6 


20 


6a 


405.990,1 


2 


270.372,0 




6b 


74.718,8 


0 


1.116,1 




6c 


5.325,6 


o 


1.290,7 


25 


7 


10,0 ■ 


0 


■ " r 19,4 


B 










9 


55,7 : 


0 


58,3 ; 




10 


38,8 


0 


29,1 


30 


11 










.12 


157,6, 


0 ' 


. 48,2 




13* 


335,5 


o , 


335,5 


35 


14 


11,185,3 


0 


11 .967,2 


.15 










16* 


3.190,4 


0 


3.190,4 




'17 








40 


18 ' 


168.591,6 


1 


76.596,4 




19a 


256,7 


0 


387,7 




19b 


332,6 


0 


363,8 


45 


Summe (cpm) 


1.949.600,2 




1.187.155,6 


. LK=Lymptiknoten; RA=Radioaktivitat; cpm^counts per minute LK 13 und 16 lisgen medial und sind singular 
(RA auf beiden Seiten eingetragenj 
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Tabelle 2 





Versuche rrtit 99m Tc- und Evans-Blue-markiertem Albures 


5 


rechts: Evansblue/ADbures + 99m Tc/Albures; .. 




links: nur 99m Tc/Albures 




Tierseite 


rechts ' 


links 


10 


LK ■., 


RA(%) 


Farbung 


RA{%) 


. 1 


0,003% 


0 


0,011% 




2 


0,001% 


o 


0,003% 




3 


0,000% 


0 


0,002% 


15 


4 ;! , 


_ 


_ 


_ 


. ■■■■<'. 


5° • 


58,102% 


2 


35,439% 


■- 


5b 


5,016% 


1 


9,154% 


20 : . 


5c 


2,502% 


. 1 


24,581% 


6a 


20,824% ' 


2 


22,775% 


■■ 


6b 


3,833%. 


0 


0,094% 




6c 


0,273% 


0 


0,109% 


25 . ." ' ; ■ ■ 


7 , 


0,001% 


0 


0,002% 




8 


' i i • ' " 1 


' - 






9 


0,003% 


0 


0,005% 


■ ' ■ ■ . ■■:-'■> 

30 . ■,; 


/ 10 


0,002% 


■ o 


0,002% 


11 




_ 


_ 




12 


0,008% 


0 


0,004% 




: 13 * • 


0,017% 


■ : i 0 


0,028% 


32 . • , . ..... 


14 


0,574% 


0 


1,008% 




15 










16* 


0,164% . 


0 


0,269% 




17 








18 


8.647% 


1 


6,452% 




19a 


0,013% 


0 


0,033% 




19b 


0,017% 


0 


0,031% 


45 


Summe (cpm) 


100% 




100% 



Patentansprtiche 

so 1. Nicht-radiomarkiertes Kontrastmittel zur Lymphknoten-Darstellung, enthaltend als wesentlichen Besjandteil phy- 
; siologisch vertragliche und pharmazeutisch unbedenkllche Partikel, die zu 90% oder mehr eine Teilchengr6J3e im 
Bereich von 5 bis 1 500 nm aufweisen und eine Farbe haben, die sich mit biol3em Auge von der Farbe rnenschHchen 
Gewebes unterscheiden lasst. 

55 2. Kontrastmittel nach Anspruch 1 , dadurch gekennzelchnet, dass die Partikel mit einem pharmazeutisch. akzep- 
tablen Farbstoff angefarbt sind. 

3. Kontrastmittel nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass der Farbstoff ein Absorptionsmaximum im Be- 
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retch von 550 bis 680 nm ocfer ein Emissionsmaximum im Bereich von 380 bis 780 nm nach Anregung im UV/ 
VIS-Bereich hat. 

4. Kontrastmittel nach einem der vorhergehenden Anspruchen, dadurch gekennzeichnet, dass die Partlkel zu 90% 
Oder mehr elne Tellchengr6l3e im Bereich von 50 bis 600 nm aufwelsen. 

5. Kontrastmittel nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass die Partikel aus Pro- 
teinen, insbesondere Albumin, Kohlehydraten, Insbesondere Dextranen, Starken, substituierten Zellulosen, Pec- 
tinen, Carrageenanen oder, Algirtaten, oder aus synthetischen Polymeren oder Copolymeren bestehen. 

6. Kontrastmittel nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass die Partikel einen 
Durchmcsscr von 50 bis 600 nm aufwelsen. 

7. Kontrastmittel nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass die Anfarbung der 
Partikel durch die Farbstoffe uber hydrophobe, lonische oder kovalente Wechselwirkungen oderiiber Komplex- 
bildung derart erfolgt, dass die Partikel nicht mehr als maximal SGew.-% des urspriinglich gebundenen Farbstoffes 

in dem zur Applikation vorgesehenen Losungsmittel in 24 Stunden bei 37°C freisetzen. 

i ■ ■ ■ ■ 

8. Kontrastmittel nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass der Farbstoff aus- 
gewartlt 1st aus der Gruppe bestehend aus Azofarbstpffen, Blsazofarbstoffen, Triazofarbstoffen, Diarylmethan-, 
Triarylmethanfarbstoffen, Antrachinonfarbstoffen, Pthalbcyaninen, polycyclischen aromatischen Carbonylfarbstof- 
fen, Triphenodioxazinfarbstoffen, Nitrosofarbstoffen und Indigofarbstoffen. 

9. Kontrastmittel nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dass der Farbstoff ausgewahlt ist aus der Gruppe 
bestehend Acid blue 40, Acid green 27, Amido black, Ohicago sky blue, Cibacron blue F3G-A, Cibacron blue FR, 
Cibacron blue FN-R, Cibacron blue P-3'R t Cibacron brillant blue H-GR, Evans-Blue, Fluoresceine, Indlgocarmin, 
Indlgotetrasulfonat, Isosulfan blue, Methylenblau, Monastral blue, Patentblau V, Rhodamine und Trypanblau. 

10. Kontrastmittel nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass der Farbstoff e In 
Flupreszenzfarbstoff ist, der bei Bestrahlung mil UV oder VIS-Licht ein Llcht im Bereich von 380-780 nm Wellen- 
ISnge emlttiert. 

11. Kontrastmittel nach einem der vorhergehenden Ansprtiche In sterller, pyrogenfreler und lyophllislerter Form. 

12. Kontrastmittel nach einem cjer Anspriiche 1 bis to als Partikelsuspension in einem sterilen, pyrogenfreien, phar- 
mazeutisch akzeptablen wassrigen Losungsmittel. 

13. Verwendung elnes nicht-radiomarkierten Kontrastmittels nach einem der vorhergehenden Anspriiche zur Darstel- 
lung des oder der Sentinel-Lymphknoten eines Tumorpatienten. 

14. Verwendung gemaB Anspruch 1 3, zur Darstellung des oder der Sentinel-Lymphknoten bei einem Melanom, Mam- 
ma-, Zervix- oder Prostatakarzinom. . ; 

15. Verfahren zur Herstellung einer Zusammensetzung nach einem der Anspriiche 1-12, umfassend die Schritte: 

- Umsetzen eines Farbstoffes mit Partikeln, die zu 90 % oder mehr eine TeilchengroBe im Bereich von 5 bis 
1500 nm aufweisen; und 

- Abtrennen des nicht-gebundenen Farbstoffes durch Saulenchromatographie, Zentrifugation oder Filtration. 

16. Verfahren zur Herstellung einer Zusammensetzung nach einem der Anspriiche 1 bis 12, wobei die Partikel aus 
Protein bestehen; umfassend die Schritte: 

Erhitzen einer wassrigen Protein-Losung auf eineTemperatur, diezurDenaturierung und Agglomerierungdes 
■ Proteins fiihrt; 

Vermischen des Farbstoffes mit dieser Losung; 
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- Abtrennen und Suspendleren des so erhaltenen gefarbten Proteins in Wasser; 

- Ultraschallbehandeln der so erhaltenen Suspension zur Herstellung von Partikein der gewunschten Gr6f3e 
von 5 bis 1500 nm, vorzugsweise 50 bis 600 nm. 

Entfernung eventuell vorhandener zu klelner Partikel oder von freiem Farbstoff durch Filtration. 

lichtmikroskopische Kontrolie der Partikelgr6l3envertei|ung. 

17. Verfahren zuroperativenTumorbehandlung, insbesonderevon Mammakarzinomen, Melanomen, Zervix- und Pro- 
statakarzinomen, umfassend die Schritte des Injizierens eines nicht-radiomarkierten Kontrastmittels gemaB einem 
der Anepriiche 1-12 vor der Operation in den Tumor oder die unmittelbare Tumorumgcbung, Zuwarten wahrend 
eines Zeitraums, derfurdas AbflieBen des Kontrastmittels durch das Lymphsystem bis mindestens zum Sentinel- 
Lymphknoten ausreicht, und dann operative Entfernung des Tumors und des bzw. der angefarbten Sentlnel- 
Lymphknoten und Uberpriifung derselben auf Metastasen. ; 
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